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1.1. Latar Belakang 
 
Minuman probiotik merupakan salah satu bentuk diversifikasi produk pangan kesehatan, 
mengandung mikroba aktif yang mampu mempengaruhi lingkungan sekitarnya (Koebnick 
et al., 2003 dan Yoon et al., 2005). Efek kesehatan dalam minuman probiotik disebabkan 
adanya bakteri asam laktat yang terkandung di dalamnya. 
 
Bakteri asam laktat memiliki keuntungan bagi kesehatan, terutama bagi pencernaan 
manusia. Berdasarkan beberapa penelitian diketahui bahwa bakteri asam laktat mampu 
menghambat aktivitas bakteri patogen dan bakteri pembusuk. Pada penelitian aktivitas 
antimikroba bakteri asam laktat yang diisolasi dari daging sapi (Al-Allaf et al., 2009), dari 
susu fermentasi (Savadogo et al., 2004), dan minuman fermentasi tradisional Etiopia 
(Tadasse et al., 2005). 
 
Sayur asin merupakan salah satu makanan dengan bahan dasar sawi pahit yang diolah 
melalui proses fermentasi. Penelitian yang dilakukan oleh Lilik Mekar Sari (komunikasi 
langsung) menunjukkan bahwa bakteri asam laktat yang terdapat pada sayur asin dengan 
perendaman air kelapa maupun air tajin relatif sama, yaitu Lactobacillus fermentum, L. 
Plantarum / L. curvatus / L. casei, L. brevis / L. buchneri, Streptococcus sp., dan 
Leuconostoc sp., kecuali L. delbrueckii / L. jensenii yang hanya terdapat pada sayur asin 
dengan perendaman air tajin, dan L. viridescens / L. coprophillus yang hanya terdapat pada 
sayur asin dengan perendaman air kelapa. 
 
Metode fermentasi yang terjadi lebih dikenal dengan istilah fermentasi asam laktat, karena 
selama proses fermentasi, bakteri/kultur yang ada menghasilkan asam laktat. Fermentasi 
sayur asin berlangsung secara spontan/tanpa ada penambahan inokulum bakteri asam 
laktat. Fermentasi sayuran memiliki banyak kelebihan dari segi kesehatan, sosial dan 
ekonomi. Menurut Battcock & Azam-Ali (1998), keuntungan fermentasi sayuran antara 
lain : (1) mengawetkan bahan pangan; (2) hemat energi; (3) menghilangkan faktor anti-
nutrisi, misalnya menurunkan kadar sianida pada ketela; (5) meningkatkan kandungan 
vitamin, misalnya pada palm wine (makanan khas Afrika Selatan) yang memiliki vitamin 
B12 lebih tinggi daripada buah kelapa. 
 
Pembuatan sayur asin lebih sering menggunakan air kelapa, akan tetapi terkadang air tajin 
digunakan sebagai pengganti air kelapa (Esti & Sediadi, 2000). Pada umumnya, produsen 
sayur asin lebih memilih pemakaian air kelapa karena lebih praktis dan ekonomis. 
Pembuatan sayur asin dengan limbah air kelapa merupakan salah satu upaya mengurangi 
limbah yang ada. Air kelapa yang merupakan air rendaman sayur asin jarang dimanfaatkan 
ulang karena rasanya yang asam (sering dibuang). Air rendaman sayur asin mempunyai 
potensi sebagai media untuk memperoleh bakteri asam laktat. Maka, diperlukan adanya 
kajian air rendaman sayur asin sebagai starter awal untuk memperoleh inokulum bakteri 
asam laktat yang dapat bermanfaat sebagai starter untuk pembuatan minuman probiotik. 
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1.2. Tujuan Penelitian 
 
 Mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri asam laktat yang diperoleh dari air 
rendaman sayur asin.  
 Melakukan screening terhadap bakteri asam laktat yang telah diidentifikasi untuk 
memperoleh bakteri asam laktat sebagai starter minuman probiotik. 
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I. TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1. Manfaat Minuman Probiotik 
 
Minuman probiotik merupakan salah satu jenis minuman yang melibatkan proses 
fermentasi, memiliki kandungan mikrooganisme yang tetap aktif selama proses 
penyimpanan. Selain mampu tetap aktif, mikroba yang terdapat dalam minuman probiotik 
juga harus dapat bertahan hidup terhadap asam lambung dan asam empedu yang terdapat 
dalam sistem pencernaan manusia (Fuller, 1997 dan Saarela et al., 2000). Lebih lanjut 
Saarela et al. (2000) dan Yavuzdurmaz (2007) menambahkan, mikroorganisme dapat 
digolongkan sebagai probiotik apabila memiliki karakteristik seperti aman dikonsumsi 
manusia, memiliki sifat antagonistik terhadap bakteri patogen, memproduksi senyawa 
antimikrobia, dan memiliki efek kesehatan.  Menurut Koebnick et al. (2003), minuman 
probiotik memiliki keuntungan dalam menjaga sistem pencernaan, menekan aktivitas 
senyawa karsinogenik dalam tubuh, berperan dalam sistem imunologi, dan meningkatkan 
pemecahan laktosa dalam tubuh. Selain itu, konsumsi minuman probiotik dapat 
mengurangi kadar kolesterol dalam darah (Yoon et al., 2005). 
 
Di dalam saluran pencernaan manusia terdapat mikroflora yang berperan dalam menjaga 
saluran pencernaan dari mikroorganisme patogen. Bakteri probiotik memiliki kemampuan 
sama dengan mikroflora dalam sistem pencernaan manusia. Keberadaan bakteri probiotik 
tidak mempengaruhi mikroflora. Menurut Fuller (1997), organisme probiotik merupakan 
bagian dari mikroflora yang ada dalam sistem pencernaan.  
 
 
2.2. Karakteristik Bakteri Asam Laktat 
 
Bakteri asam laktat merupakan bakteri chemotrophic yang memperoleh energi dari 
senyawa kimia di sekitar lingkungannya dan memproduksi asam laktat (Gambar 1) sebagai 




(a)                                     (b) 
 
Gambar 1. Struktur kimia asam laktat berupa D (-) asam laktat (a) dan L (+) asam laktat (b) 
(Sabinsa Corporation, 2008) 
 
Ciri-ciri yang dimiliki bakteri asam laktat diantaranya (i) gram positif; (ii) berbentuk cocci, 
rod-shape, coccobacilli yang biasanya membentuk rantai; (iii) hanya membutuhkan sedikit 
oksigen (micro-aerophilic); (iv) tidak membentuk spora; (v) tidak bergerak (non-motile); 
dan (vi) bereaksi negatif terhadap hidrogen peroksida (H2O2). Bakteri asam laktat tidak 
menghasilkan enzim katalase yang mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen. 
Bakteri asam laktat hanya membutuhkan sedikit oksigen bahkan cenderung tidak 
membutuhkan oksigen dalam proses fermentasi, sehingga bakteri ini tidak menghasilkan 
enzim katalase (Battcock & Azam-Ali, 1998; World of Microbiology and Immunology, 
2003; Tadesse et al., 2005; Sabinsa Corporation, 2008). 
 
Bakteri asam laktat dapat digolongkan menjadi dua, yaitu bakteri homofermentatif 
(memecah gula menjadi asam laktat) dan heterofermentatif (mengubah gula menjadi asam 
laktat, asam asetat, dan etanol) (Battcock & Azam-Ali, 1998). Proses biokimia 
pembentukan asam laktat pada bakteri homofermentatif (Gambar 2) dan heterofermentatif 
(Gambar 3).  Asam laktat yang dihasilkan dari aktivitas metabolisme bakteri asam laktat 
menyebabkan kondisi bahan mentah (makanan) menjadi asam. Hal ini justru 
menguntungkan, mengingat kondisi pH rendah menghambat hampir semua mikroba 
perusak (food spoilage microbes). Menurut Josephsen & Jespersen  dalam Hui et al. 
(2004), bakteri asam laktat menghasilkan asam laktat dan senyawa antimikrobial lain yang 


































Gambar 2. Proses biokimia pembentukan asam laktat oleh bakteri homofermentatif (Belitz 





















































Gambar 3. Proses biokimia pembentukan asam laktat oleh bakteri heterofermentatif (Belitz 
et al., 2009) 
 






























Bakteri asam laktat juga menghasilkan senyawa yang mampu menghambat aktivitas 
mikroba lainnya. Senyawa yang dihasilkan disebut bakteriosin. Bakteriosin merupakan 
senyawa proteinaceous yang disintesis oleh bakteri gram positif dan dikeluarkan ke 
lingkungan (Savadogo et al., 2004; Dimov et al., 2005; Mezaini et al., 2009). Bakteriosin 
yang dihasilkan bakteri asam laktat bersifat  broad spectrum, yang berarti hampir semua 
bakteri patogen dan perusak terhambat oleh keberadaan substansi ini. Efek penghambatan 
yang ditimbulkan bakteriosin dikarenakan substansi ini merusak membran sel bakteri 
(Hansen dalam Hui et al. 2004). Substansi bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri asam 
laktat sangat bermanfaat bagi perkembangan industri pangan hingga saat ini. Beberapa 
bakteriosin yang sudah diuji keamanannya (misal nisin dan leukosin) dan digunakan 
sebagai agen pengawet makanan. 
 
2.3. Sayur Asin Sebagai Hasil Fermentasi Sawi Pahit 
  
Sayur asin merupakan hasil olahan dari tanaman sawi pahit (Brassica juncea (L.) 
Czernjaew) (Gambar 4). Sawi pahit merupakan tanaman tahunan (perenial), termasuk 
dalam familia Brassicaceae (Duke, 1983). Tanaman sawi merupakan salah satu hasil 
pertanian utama di Indonesia (Johnson et al., 2008). Komposisi nutrisi dalam 100 gram 














Kalori 24 kal 
Air 91,8 g 
Protein 2,4 g 
Lemak 0,4 g 
Karbohidrat total 4,3 g 
Serat  1 g 
Abu (ash) 1,1 g 
Kalsium  160 mg 
Fosfat 48 mg 
Besi 2,7 mg 
Natrium 24 mg 
Kalium 297 mg 
-karoten 1825 g 
Thiamin (vitamin B1) 0,06 mg 
Riboflavin (vitamin B2) 0,14 mg 
Niacin (asam nikotinat) 0,8 mg 
Asam askorbat  73 mg 
Sumber : Duke, 1983 
 
Pada Tabel 1 dapat dilihat bahwa kandungan air sawi pahit adalah 91,8g/100g. Hal ini 
menyebabkan sayuran sawi mudah rusak. Untuk mengurangi kerusakkan, maka cara yang 
umum dilakukan adalah dengan menggunakan metode fermentasi. Metode fermentasi sawi 
lebih dikenal dengan istilah fermentasi asam laktat, karena bakteri/kultur yang ada 
menghasilkan asam laktat. Dalam proses fermentasi sayur asin, tidak diperlukan adanya 
penambahan inokulum. Menurut Hansen dalam Hui et al. (2004), inokulasi mikroba 
terkadang tidak diperlukan dalam suatu proses fermentasi apabila mikroba yang diperlukan 
sudah ada pada bahan baku. Josephsen & Jespersen  dalam Hui et al. (2004) menambahkan 
bahwa sebagian besar habitat natural bakteri asam laktat, khamir, dan jamur adalah pada 
sayuran (tumbuhan).  
 
Bahan-bahan yang diperlukan dalam pembuatan sayur asin adalah sawi pahit, air kelapa 
atau air tajin, dan garam. Kandungan karbohidrat total dalam 100 gram sawi pahit hanya 
sekitar 4,3 gram (Tabel 1), sehingga perlu tambahan sumber energi lain yang dapat berasal 
dari air kelapa maupun air tajin. Air kelapa mencapai 25% berat sebutir buah kelapa. 
Komposisi nutrisi dalam air kelapa adalah air (95%), karbohidrat (4 %), lemak (0,1 %), 
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kalsium (0,02 %), fosfat (0,01 %), besi (0,5 %), dan berbagai asam amino, vitamin C, 
vitamin B kompleks dan garam mineral lainnya (Helmi, 2008). Penambahan garam 
digunakan untuk membentuk tekstur sawi menjadi lunak karena terjadinya pengeluaran 
cairan dari sawi (peristiwa osmosis) dan menyediakan lingkungan hidup bagi bakteri asam 
laktat (Battcock & Azam-Ali, 1998 dan Apriyanto, 1984 dalam Astuti, 2006). Lebih lanjut 
Battcock & Azam-Ali (1998) menjelaskan bahwa jumlah garam yang biasa ditambahkan 







II. MATERI DAN METODE 
 
Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Teknologi Pertanian, 








































- penataan bentuk 
- pengecatan gram 
- pembentukan gas 
- aktivitas katalase 
- pertumbuhan pada 
berbagai suhu, pH, 
NaCl, medium 




- Tahan terhadap asam empedu (pH 2) 
dan asam lambung (pH 1,5) 
- Aktivitas antimikroba (Bacillus sp., 
Salmonella sp., Staphylococcus aureus, 
Eschericia coli, Pseudomonas 
aerouginosa) 






Sawi pahit (Brassica juncea (L.) Czernjaew) dan air kelapa (Cocos nucifera L.) diperoleh 
dari pasar Gang Baru Semarang, medium agar dan broth MRS Merck (Lampiran 1), 
medium agar Mueller-Hinton Merck (Lampiran 1), medium broth kaldu laktosa Merck 
(Lampiran 1), medium nutrien agar Merck (Lampiran 1), indikator merah fenol (Lampiran 
2), alkohol 95 %, larutan NaOH, larutan HCl, reagensia pengecatan gram (larutan ungu 
kristal, larutan iodium gram, alkohol / etanol 95 %, larutan safranin) (Lampiran 2), larutan 
hidrogen peroksida (H2O2) 3%, akuades steril, garam empedu Merck, dan sampel bakteri 
patogen (Bacillus sp., Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Eschericia coli, dan 
Pseudomonas aerouginosa) dari Universitas Katolik Soegijapranata Semarang.   
 
3.2.2. Alat 
Cawan petri, tabung reaksi, mikroskop, gelas obyek, jarum ose, batang gelas melengkung 
(hockey stick glass), seperangkat alat pengecatan gram (bak pewarna, pincet, botol pijit),  
spektrofotometer shimadzu, inkubator, pipet ukur – mikropipet, autoclave, sterile filter 
discs, dan tabung Durham. 
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3.3. Metode 
3.3.1. Pembuatan Sayur Asin  
Sawi pahit dicuci bersih lalu ditiriskan. Seberat 150 g sawi pahit diberi 4,5 g garam 
(penambahan garam sebanyak 3 % (b/b)), kemudian dicampur hingga permukaan sawi 
menjadi lunak. Setelah itu, sawi direndam dengan air kelapa hingga semua bagian sayur 
sawi tenggelam dalam wadah plastik dan ditutup rapat. Proses fermentasi berlangsung 
sekitar 8 hari pada suhu ruang  (± 25 
o
C) (Puspito & Fleet, 1985 yang dimodifikasi). 
 
3.3.2. Isolasi dan Identifikasi Bakteri Asam Laktat  
Bakteri asam laktat diisolasi dari air rendaman sayur asin. Sebanyak 0,1 ml air rendaman 
diratakan di atas medium agar MRS (metode spread plate). Inkubasi dilakukan pada suhu 
37 
o
C selama 24-48 jam (Savadogo et al., 2004; Tadesse et al., 2005; Al-Allaf et al., 2009). 
Setiap koloni yang terbentuk diamati dan diidentifikasi berdasarkan morfologi, reaksi 
pengecatan gram, pembentukan gas, pengujian katalase, dan pertumbuhan bakteri pada 
berbagai pH, suhu, dan medium (Lihat 3.2.2.1 sampai dengan 3.2.2.5), kemudian 
penamaan taksonomi dilakukan menggunakan Bergey’s manual of Determinative 
Bacteriology (Buchanan & Gibbons, 1974). Masing-masing koloni yang teridentifikasi 
ditumbuhkan kembali dalam medium broth MRS. Inkubasi pertumbuhan bakteri asam 
laktat dilakukan pada suhu suhu 37 
o
C selama 24-48 jam. 
 
3.3.2.1. Identifikasi Bakteri Asam Laktat Berdasarkan Morfologi 
Identifikasi isolat bakteri asam laktat berdasarkan bentuk (coccus, rod-shape, 
coccobacillus) dan penataan bentuk (tunggal, berpasangan, rantai) dilakukan dengan 
pengamatan menggunakan mikroskop (Buchanan & Gibbons, 1974). 
 
3.3.2.2. Identifikasi Bakteri Asam Laktat Berdasarkan Reaksi Pengecatan Gram  
Isolat bakteri asam laktat dioleskan pada gelas obyek, kemudian diberi 2 tetes larutan ungu 
kristal dan didiamkan selama 1 menit. Setelah itu, sisa larutan ungu kristal dibuang dan 
gelas obyek dibilas menggunakan akuaes. Pengecatan dilanjutkan dengan larutan iodium 
gram selama 3 menit, dan dibilas menggunakan akuades. Setelah itu, dilakukan pemucatan 
menggunakan alkohol 95% setetes demi setetes selama 20 detik, kemudian bilas dengan 
akuades. Pengecatan terakhir dilakukan menggunakan larutan safranin selama 1 – 2 menit, 
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dan dibilas dengan akuades. Pengamatan warna yang diserap oleh bakteri asam laktat 
dilakukan dengan pengamatan mikroskop (Madigan et al., 2003). 
 
3.3.2.3. Identifikasi Bakteri Asam Laktat Berdasarkan Pembentukan Gas  
Biakan inokulum dari medium MRS dipindahkan ke medium kaldu laktosa dan diinkubasi 
selama 24-48 jam pada suhu 37 
o
C. Inokulum baru ditumbuhkan dalam medium kaldu 
laktosa yang sudah diberi indikator merah fenol. Dalam tabung pengujian dimasukkan 
tabung durham dalam posisi terbalik. Apabila warna medium berubah menjadi kuning, 
berarti inokulum membentuk asam dari fermentasi laktosa. Pengamatan pembentukkan gas 
dilakukan dengan mengamati gelembung dalam tabung durham. Apabila terdapat 
gelembung gas berarti dalam proses fermentasi terbentuk gas (Madigan et al., 2003). 
 
3.3.2.4. Identifikasi Bakteri Asam Laktat Berdasarkan Pengujian Aktivitas Katalase  
Sebanyak 2 tetes larutan hidrogen peroksida (H2O2) 3% diteteskan pada gelas obyek 
bersih, kemudian ditambahkan inokulum bakteri asam laktat. Uji positif ditandai dengan 
terbentuknya gelembung oksigen (Madigan et al., 2003). 
  
3.3.2.5. Pertumbuhan Bakteri Pada Berbagai pH, Suhu, Dan Medium  
Sebanyak 2 ose inokulum diamati pertumbuhannya pada medium MRS yang sudah 
dimodifikasi pH, tingkat salinitas, dan komposisi sumber karbon. Pertumbuhan juga 
diamati pada perlakuan suhu serta penggantian medium (Buchanan & Gibbons, 1974). 
 
3.3.3. Screening Bakteri Asam Laktat Sebagai Probiotik 
3.3.3.1. Kemampuan Bertahan Terhadap pH rendah 
Kultur bakteri asam laktat diinokulasikan ke dalam medium MRS broth yang memiliki pH 
7, 3, dan 2 dengan larutan  HCl 1M atau larutan NaOH 0,5 M. Inkubasi dilakukan pada 
suhu 37 
o
C selama 3 jam. Pengamatan pertumbuhan bakteri dilakukan setiap jam dengan 
metode spektrofotometri (λ 620 nm) (Yavuzdurmaz, 2007 yang dimodifikasi dan Asraf et 




3.3.3.2. Kemampuan Bertahan Terhadap Garam Empedu 
Kultur bakteri asam laktat diinokulasikan ke dalam medium MRS broth yang mengandung 
0,3%, 0,5%, dan 1% (b/v) garam empedu Merck. Inkubasi dilakukan pada suhu 37 
o
C 
selama 4 jam. Pengamatan pertumbuhan bakteri dilakukan setiap jam dengan metode 
spektrofotometri (λ 620 nm) (Yavuzdurmaz, 2007 yang dimodifikasi dan Asraf et al., 2009 
yang dimodifikasi). 
 
3.3.3.3. Aktivitas Antimikroba 
Aktivitas antimikroba ditentukan dengan pengukuran zona terang / hambat yang diadaptasi 
dari metode yang dilakukan Tadesse et al. (2005). Bakteri patogen ditumbuhkan dalam 
medium nutrien agar (NA) 24 jam sebelum pengujian aktivitas antimikroba dilakukan. 
Sebanyak 0,1 ml bakteri patogen ditumbuhkan pada medium agar Muller-Hinton dan 
diinkubasi 12-14 jam pada suhu 37 
o
C. Sterile filter disc yang telah dicelupkan dalam 
medium broth MRS selama 42 jam, diletakkan pada cawan petri berisi bakteri patogen. 
Cawan petri disimpan pada suhu 4 
o
C selama 3 jam untuk mendukung pertumbuhan / 
difusi bakteri pada medium. Setelah itu, inkubasi dilakukan selama 14-16 jam pada suhu 
37 
o
C. Pengukuran zona terang yang terbentuk dilakukan menggunakan alat ukur 
penggaris. 
 
3.3.4. Analisa Data 
Data pertumbuhan mikroorganisme ditampilkan dalam bentuk grafik pertumbuhan dengan 
program Microsoft Excell 2003. Analisa data aktivitas antimikroba dilakukan 
menggunakan SPSS, di mana jarak zona penghambatan dibandingkan antar bakteri asam 









III. HASIL PENELITIAN 
 
Pada hasil penelitian diperoleh bahwa dari air rendaman sayur asin ditemukan 28 koloni 
yang terdiri atas 25 isolat bakteri termasuk dalam genus Lactobacillus sedangkan 3 isolat 
bakteri yang lain tidak termasuk bakteri asam laktat karena tidak membentuk zona bening 
pada media MRS yang mengandung CaCO3 (Gambar 6). Identifikasi genus berdasarkan 





C, kemampuan tumbuh pada konsentrasi NaCl 6,5% dan 18% serta pH 4,4 dan 9,6 
(Gambar 7). Hasil tes biokimia identifikasi bakteri asam laktat dapat dilihat pada Table 2. 
 
   
(a) (b) 
 
Gambar 6. Koloni yang tidak membentuk zona bening pada media MRS dengan CaCO3 (a) 












   
(a) (b) 
   
   (c – i)               (c – ii) 
   
 (d – i)            (d – ii) 
   
      (e – i)        (e – ii) 
Gambar 7. Penentuan genus bakteri asam laktat berdasarkan: sifat non-motil (a), 
pembentukan gas (b), kemampuan tumbuh pada berbagai suhu 10
o
C (c-i) dan 
45
o
C (c-ii), pH 4,4 (d-i) dan 9,6 (d-ii), serta NaCl 6,5% (e-i) dan 18% (e-ii) 
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Tabel 2. Hasil tes biokimia identifikasi bakteri asam laktat 
 








Bening 10 45 6,5 18 4,4 9,6 
51 - +  - b + - + - + - + - 
52 - +  - b + - + - + - + - 
53 - +  - b + - + - + - + - 
54 - +  - b + - + - + - + - 
55 - +  - b + - + - + - + - 
56 - +  - b + - + - + - + - 
57 - +  - b + - + - + - + - 
58 - +  - b + - + - + - + - 
59 - +  - b + - + - + - + - 
61 - +  - b + - + - + - + - 
62 - - * * * * * * * * * * 
63 - - * * * * * * * * * * 
64 - +  - b + - + - + - + - 
65 - - * * * * * * * * * * 
66 - +  - b + - + - + - + - 
67 - +  - b + - + - + - + - 
68 - +  - b + - + - + - + - 
69 - +  - b + - + - + - + - 
610 - +  - b + - + - + - + - 
71 - +  - b + - + - + - + - 
72 - +  - b + - + - + - + - 
73 - +  - b + - + - + - + - 
74 - +  - b + - + - + - + - 
75 - +  - b + - + - + - + - 
76 - +  - b + - + - + - + - 
77 - +  - b + - + - + - + - 
81 - +  - b + - + - + - + - 
82 - +  - b + - + - + - + - 
 
Keterangan  : ” b ” = bakteri bentuk batang / bacillus (b)  
          : ” * ” = tidak dilakukan pengujian 
  : ” – ” = isolat tidak tumbuh (media bening) 






4.2. Screening Bakteri Asam Laktat 
 
4.2.1. Kemampuan Bertahan pada pH Rendah 
Proses screening dilakukan dengan menguji kemampuan hidup bakteri pada lingkungan 
pH rendah dengan memodifikasi pH media sesuai dengan pH saluran pencernaan 
manusia, yaitu pH 3 (Chou & Weimer, 1999 dalam Yavuzdurmaz, 2007) selama kurang 
lebih 2 - 3 jam  (Banker, 2002 dalam Tharakan, 2008; Chou & Weimer, 1999 dalam 
Yavuzdurmaz, 2007). Pengujian kemampuan hidup bakteri asam laktat pada pH rendah 
dilakukan pada pH 7 dan 3 dengan penghitungan koloni yang terbentuk pada jam ke-0, 
ke-1,5, dan ke-3. Kemampuan bertahan hidup di pH rendah ditunjukkan dari kemampuan 
isolat membentuk koloni dengan metode pour plate (Gambar 8). Isolat 51, 53, 68, 69, 73, 
74, 75, dan 77 menunjukkan kemampuan bertahan di pH rendah lebih dari isolat yang 
lain.  Hal ini menunjukkan bahwa isolat – isolat mampu tumbuh pada lingkungan sulit 
(stressful environment). Jumlah koloni yang stabil selama 3 jam, seperti isolat 52, 56, 57, 




Gambar 8. Kemampuan bakteri asam laktat bertahan hidup pada pH rendah (pH 3) yang 
ditunjukkan dengan pembentukkan koloni (sampel no. 77) 
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Tabel 3. Kemampuan Bakteri Asam Laktat Bertahan Hidup Pada pH 7 dan 3 (log CFU/ml) 
 
Isolat pH 
Jumlah koloni (log CFU/ml) padawaktu pengukuran (jam) 
0 1,5 3 
51 7 9,34 9,54 9,88 
 3 9,52 9,63 9,80 
52 7 9,81 9,83 9,45 
 3 9,11 9,34 9,26 
53 7 9,70 9,32 9,15 
 3 9,36 9,46 9,53 
54 7 9,64 9,89 9,98 
 3 9,30 9,15 9,08 
55 7 9,46 9,73 10,00 
 3 9,84 8,85 8,95 
56 7 10,18 10,22 10,28 
 3 9,18 9,20 9,08 
57 7 9,41 9,71 9,70 
 3 8,60 9,00 9,00 
58 7 9,59 9,83 9,97 
 3 8,30 8,48 8,00 
59 7 9,89 9,40 9,51 
 3 9,20 8,60 8,30 
61 7 9,70 9,64 9,30 
 3 9,23 9,11 9,00 
64 7 8,95 8,78 9,00 
 3 9,69 8,48 8,48 
66 7 8,78 8,78 8,78 
 3 9,23 8,30 8,30 
67 7 10,46 10,43 10,00 
 3 9,72 9,64 9,64 
68 7 9,67 9,75 10,19 
 3 8,00 9,08 9,20 
69 7 10,05 9,67 9,60 
 3 8,85 9,56 9,58 
610 7 9,00 8,70 8,78 
 3 9,43 8,90 8,90 
71 7 9,32 9,15 8,60 
 3 9,00 9,08 8,70 
72 7 9,59 9,65 9,97 
 3 9,53 9,34 9,43 
73 7 9,74 9,74 9,84 
 3 8,95 9,04 9,08 
74 7 10,08 10,04 9,59 
 3 8,60 9,34 9,58 
75 7 9,49 9,32 9,34 
 3 8,78 9,30 9,28 
76 7 10,31 10,13 10,08 
 3 9,93 9,43 9,51 
77 7 10,20 9,86 9,60 
 3 9,62 9,68 9,81 
81 7 10,02 9,94 9,51 
 3 9,30 8,70 8,70 
82 7 9,34 8,90 8,60 
  3 9,04 9,04 9,00 
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4.2.2. Kemampuan Bertahan Hidup terhadap Garam Empedu 
 
Konsentarasi garam empedu dalam saluran pencernaan manusia berkisar 0,3 % (w/v) 
(Prasad et al., 1998 dalam Yavuzdurmaz, 2007 ), dengan waktu tinggal makanan di dalam 
usus kecil diperkirakan selama 2,5 – 4 jam (Yun et al., 1996 dalam Tharakan, 2008; Prasad 
et al., 1998 dalam Yavuzdurmaz, 2007), maka kondisi ini diaplikasikan ke pengujian 
kemampuan bertahan hidup bakteri asam laktat pada lingkungan yang mengandung garam 
empedu. Isolat – isolat yang bertahan hidup pada pH 3 selama 3 jam, diuji kemampuan 
bertahan hidupnya pada lingkungan yang mengandung garam empedu. Kemampuan 
bertahan hidup bakteri ditunjukkan dari kemampuan pembentukan koloni (Gambar 9). 
Tabel 4 menunjukkan ke-25 isolat mampu tumbuh pada lingkungan dengan konsentrasi 




Gambar 9. Kemampuan bakteri asam laktat bertahan hidup pada lingkungan dengan garam 
empedu (0,5%) yang ditunjukkan dengan pembentukkan koloni (sampel no. 51) 
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Tabel 4. Kemampuan Isolat Bakteri Asam Laktat Bertahan Hidup Pada Lingkungan yang 
Mengandung Garam Empedu 0,3%. 0,5%, dan 1% (log CFU/ml) 
 
isolat 
Garam  Jumlah koloni (log CFU/ml) padawaktu pengukuran (jam) 
empedu (%) 0 2 4 
51 0,3 9,68 9,65 10,10 
 0,5 9,81 9,88 10,05 
 1 9,34 10,15 10,46 
52 0,3 9,64 9,65 10,03 
 0,5 9,64 9,57 9,67 
 1 9,38 10,07 10,47 
53 0,3 9,51 9,61 9,79 
 0,5 9,41 9,48 9,67 
 1 9,20 9,20 9,75 
54 0,3 9,54 9,59 9,88 
 0,5 9,64 9,61 10,06 
 1 9,23 9,62 10,16 
55 0,3 9,40 9,49 10,11 
 0,5 9,59 9,43 9,64 
 1 9,15 9,62 10,13 
56 0,3 9,60 9,43 9,72 
 0,5 9,45 9,45 9,82 
 1 9,28 9,26 9,80 
57 0,3 9,08 9,54 10,01 
 0,5 9,49 9,57 9,78 
 1 8,95 9,46 9,91 
58 0,3 9,58 9,56 9,69 
 0,5 9,23 9,20 9,61 
 1 8,30 9,08 9,72 
59 0,3 9,32 9,18 9,32 
 0,5 9,34 9,34 9,41 
 1 8,95 9,11 8,90 
61 0,3 9,15 9,36 9,87 
 0,5 9,43 9,49 9,60 
 1 8,78 8,85 9,43 
64 0,3 8,30 8,78 9,30 
 0,5 8,00 8,00 8,00 
 1 9,00 9,40 10,02 
66 0,3 8,78 9,15 9,18 
 0,5 8,30 8,95 8,78 
 1 8,60 8,60 8,30 
67 0,3 9,45 9,62 10,07 
 0,5 9,67 9,66 9,97 
 1 9,15 9,68 10,15 
68 0,3 9,46 9,62 9,71 
 0,5 9,64 9,34 9,65 
 1 9,38 9,52 10,21 
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Lanjutan Tabel 4 
 
isolat 
Garam  Jumlah koloni (log CFU/ml) padawaktu pengukuran (jam) 
empedu (%) 0 2 4 
69 0,3 9,81 9,93 10,43 
 0,5 8,85 9,23 9,30 
 1 9,48 9,34 10,01 
610 0,3 8,30 8,70 8,95 
 0,5 8,95 8,95 9,15 
 1 8,30 8,30 9,00 
71 0,3 8,30 8,30 8,30 
 0,5 9,11 8,95 9,08 
 1 8,30 8,48 8,70 
72 0,3 9,30 9,61 10,03 
 0,5 9,23 9,41 9,54 
 1 9,23 9,41 10,10 
73 0,3 9,49 9,58 9,95 
 0,5 9,38 9,61 9,71 
 1 9,57 9,43 9,93 
74 0,3 9,11 9,08 9,92 
 0,5 9,28 9,40 9,64 
 1 8,95 9,20 9,92 
75 0,3 8,95 9,00 8,90 
 0,5 9,15 9,43 9,30 
 1 8,48 8,30 8,70 
76 0,3 9,57 9,72 10,19 
 0,5 9,54 9,71 9,92 
 1 9,34 9,28 9,45 
77 0,3 9,94 9,85 10,10 
 0,5 9,38 9,52 9,61 
 1 8,30 8,48 8,00 
81 0,3 9,04 9,18 9,95 
 0,5 9,00 8,70 8,90 
 1 8,48 8,30 8,48 
82 0,3 9,61 9,70 10,05 
 0,5 8,60 8,00 8,30 
  1 8,85 8,30 8,85 
 
 
4.2.3. Aktivitas Antibakteri 
Berdasarkan hasil pengujian aktivitas antibakteri dapat diketahui bahwa 25 isolat bakteri 
asam laktat memiliki kemampuan menghambat terhadap S. aureus dan E. coli. Isolat 51, 
54, dan 56 memiliki daya hambat yang kuat terhadap S. aureus, dan daya hambat yang 
paling kuat dari ketiga isolat tersebut adalah isolat 56, yaitu 17 mm. Isolat 67, 68, dan 71 
 25 
memiliki daya hambat yang kuat terhadap E. coli, yaitu12,33 mm (Gambar 10). Daya 





























Gambar  10. Aktivitas antibakteri isolat bakteri asam laktat terhadap Eschericia coli (■) 
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Gambar 11. Zona hambat isolat yang memiliki daya hambat yang kuat terhadap E. coli 
terdapat pada isolat 67, 68, dan 71 (12,33mm) (a) dan S. aureus pada isolat 51 






4.3. Identifikasi Bakteri Asam Laktat dengan API 50 CHL 
Isolat sejumlah 25 yang diidentifikasi memiliki karakteristik probiotik yang baik, antara 
lain mampu bertahan hidup pada pH rendah, bertahan hidup pada lingkungan yang 
mengandung garam empedu, dan memiliki aktivitas antibakteri. Isolat 67, 68, dan 71 
memiliki daya hambat yang tinggi terhadap E. coli dan S. aureus, oleh sebab itu ketiga 
isolat dipilih untuk identifikasi lebih lanjut hingga ke tingkat spesies menggunakan API 50 
CHL.  
 
API 50 CHL adalah test kit yang digunakan untuk identifikasi genus Lactobacillus hingga 
ke tingkat spesies. Test kit tersusun atas 49 jenis gula (49 tube) yang selanjutnya akan 
difermentasi oleh isolat yang akan diidentifikasi. Apabila isolat yang diuji mampu 
memfermentasi sumber gula dan menghasilkan asam, maka indikator bromkresol ungu 
akan mengubah warna larutan gula dari ungu menjadi kuning. Hasil pengujian diamati 
secara kuantitatif (Tabel 5). Tube yang berubah warna dari ungu menjadi kuning (Gambar 
12-14) menunjukkan hasil positif. Setelah isolat 67, 68, dan 71 diidentifikasi kemampuan 
fermentasi dengan menggunakan API 50 CHL, dilanjutkan analisa data dengan 
menggunakan API software. Hasil identifikasi bakteri asam laktat yang diperoleh adalah 





Tabel 5. Hasil identifikasi fermentasi berbagai sumber karbon menggunakan API 50 CHL  
 
Keterangan : ” + ” = bakteri asam laktat mampu memfermentasi gula 
  ” – ” = bakteri asam laktat tidak mampu memfermentasi gula 
Tube Komponen Aktif 
Isolat 
67 68 71 
0  CONTROL - - - 
1 GLYcerol - - - 
2 ERYthritol - - - 
3 D-ARAbinose - - - 
4 L-ARAbinose + + - 
5 D-RIBose + + + 
6 D-XYLose - + - 
7 L-XYLose - - - 
8 D-ADOnitol - - - 
9 β-Methyl-D-Xyloside - - - 
10 D-GALactose + + + 
11 D-GLUcose + + + 
12 D-FRUctose + + + 
13 D-MaNnosE + + + 
14 L-SorBosE + - + 
15 L-RHAmnose - - - 
16 DULcitol + - + 
17 INOsitol - - - 
18 D-MANnitol + + + 
19 D-SORbitol + + + 
20 α-Methyl-D-Mannoside + - + 
21 α-Methyl-D-Glucoside - + - 
22 N-Acetyl-Glucosamine + + + 
23 AMYgdalin + + + 
24 ARButin + + + 
25 ESCulin + + + 
26 SALicin + + + 
27 D-CELlobiose + + + 
28 D-MALtose + + + 
29 D-LACtose + + + 
30 D-MELibiose + + + 
31 D-Sucrose + + + 
32 D-TREhalose + + + 
33 INUlin - - - 
34 D-MeLeZitose + - + 
35 D-RAFfinose + + + 
36 Starch - - - 
37 GLYcoGen - - - 
38 XyLiTol - - - 
39 GENtiobiose + + + 
40 D-TURanose - + + 
41 D-LYXose - - - 
42 D-TAGatose - - - 
43 D-FUCose - - - 
44 L-FUCose - - - 
45 D-ARabitoL - - - 
46 L-ARabitoL - - - 
47 potassium GlucoNaTe - + - 
48 potassium 2-Keto-Gluconate - - - 



















 V. PEMBAHASAN 
 
5.1. Isolasi dan Identifikasi Bakteri Asam Laktat  
 
Kultur bakteri asam laktat yang diperoleh berdasarkan identifikasi bakteri asam laktat 
sejumlah 25 isolat yang menunjukkan karakteristik bakteri asam laktat (Tabel 2) seperti 
gram positif, berbentuk batang, uji katalase negatif, non-motil, dan membentuk zona 
bening pada media MRS yang menggandung CaCO3 1% (Gambar 6). Menurut Tadesse et 
al. (2005), bakteri asam laktat memiliki karakteristik tertentu, seperti morfologi sel 
berbentuk batang atau bulat, gram positif, beberapa menghasilkan gas CO2 
(heterofermentatif) dan beberapa tidak menghasilkan gas CO2 (homofermentatif).  
 
Hasil pengujian menunjukkan bahwa semua isolat bakteri yang diperoleh termasuk dalam 
genus Lactobacillus, dan 25 isolat Lactobacillus sp. yang diperoleh termasuk dalam bakteri 
asam laktat homofermentatif. Pada pengujian tabung Durham (durham test), isolat 
Lactobacillus sp. homofermentatif tidak membentuk gelembung gas di dalam tabung 
Durham (Gambar 7). Genus Lactobacillus merupakan bakteri gram positif yang bersifat 
fakultatif anaerob, berbentuk batang, non motil, dan tidak membentuk spora. Bakteri yang 




C, dengan kisaran pH 
lingkungan   3,5–5. Bakteri genus Lactobacillus umum ditemukan pada tanaman, sayuran, 
biji-bijian, makanan berbasis susu, produk daging, dan di dalam saluran pencernaan 
manusia dan hewan (Ray & Bhunia, 2008; Karovičová & Kohajdová, 2005).  
 
5.2. Screening Karakteristik Probiotik 
 
Bakteri probiotik harus memiliki beberapa sifat khusus, diantaranya tahan terhadap pH 
rendah, tahan terhadap garam empedu, mampu bertahan hidup dalam saluran pencernaan 
manusia, memiliki sifat antagonistik terhadap bakteri patogen, bersifat antimutagenik dan 
antikarsinogenik (Saarela et al., 2000). Pengujian screening bakteri yang memiliki 
karakteristik probiotik dilakukan dengan pengujian terhadap kemampuan tumbuh pada pH 
 rendah, kemampuan bertahan terhadap garam empedu, dan aktivitas antibakteri terhadap 
bakteri patogen (E. coli dan S. aureus).  
 
5.2.1. Kemampuan Bertahan pada pH Rendah 
Kemampuan hidup pada pH rendah adalah salah satu sifat yang harus dimiliki bakteri 
probiotik karena bakteri probiotik akan memasuki saluran pencernaan manusia yang 
memiliki pH rendah. Semua isolat yang diperoleh diuji kemampuan tumbuhnya pada pH 7, 
hal ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan hidup bakteri asam laktat pada makanan.  
Semua isolat Lactobacillus sp. mampu bertahan hidup di pH 7(Tabel 3). Hasil pada 
penelitian ini serupa dengan penelitian yang dilakukan oleh Klayraung et al. (2008), yang 
menunjukkan bahwa semua isolat dari daging babi fermentasi, ikan fermentasi, daun teh 
fermentasi, dan acar bawang, yang termasuk genus Lactobacillus mampu hidup pada pH 7. 
Hampir semua bakteri, termasuk genus Lactobacillus, mampu tumbuh pada pH netral (Jay, 
2000 dalam Mavhungu, 2005; Battcock & Azam-Ali, 1998).  
 
Bakteri yang termasuk dalam genus Lactobacillus, umumnya memiliki kemampuan 
bertahan hidup pada lingkungan asam. Hal serupa juga diungkapkan Yoon et al. (2005) 
yang melakukan penelitian tentang kemampuan bakteri asam laktat bertahan hidup di 
lingkungan asam. Hasil penelitian Yoon et al. (2005) menunjukkan L. casei, L. plantarum, 
dan L. delbrueckii mampu bertahan pada lingkungan dengan kisaran pH 3,4 – 3,6 selama 
72 jam. Penelitian yang dilakukan oleh Mahrous et al. (2006) juga menunjukkan bahwa L. 
fermentum dan L. salivarus yang mampu bertahan hidup pada pH 4 hingga pH 2.  
 
Hasil pengujian menunjukkan 25 isolat yang diperoleh mampu bertahan hidup di pH 3 
(Tabel 3). Kondisi ini diduga disebabkan pH pengujian tidak berbeda jauh dengan pH 
habitat dari isolat, yaitu sayur asin yang memiliki kisaran pH 3. Menurut Klayraung et al. 
(2008), ekosistem asal isolat berperan penting dalam menentukan kemampuan bakteri 




 5.2.2. Kemampuan Bertahan Hidup terhadap Garam Empedu 
Kemampuan isolat membentuk koloni setelah diinkubasi pada media yang memiliki 
kandungan garam empedu selama waktu tertentu menunjukkan isolat tersebut mampu 
bertahan hidup pada lingkungan yang mengandung garam empedu (Gambar 9). Diketahui 
bahwa 25 isolat genus Lactobacillus mampu bertahan hidup pada konsentrasi garam 
empedu 0,3%, 0,5%, dan 1% pada jam ke-2 sampai jam ke-4 (Tabel 4). 
 
Penelitian yang dilakukan oleh Mahrous et al. (2006) menunjukkan L. fermentum dan L. 
salivarus mampu bertahan hidup pada lingkungan dengan konsentrasi garam empedu 0,2% 
- 0,4%. Menurut Mahrous et al. (2006), lingkungan yang mengandung garam empedu 
berpengaruh terhadap kelangsungan hidup bakteri probiotik. Semakin tinggi konsentrasi 
garam empedu maka semakin rendah kemampuan hidup bakteri asam laktat. Garam 
empedu merusak membran sel bakteri, di mana komponen utama membran sel adalah lipid 
dan asam lemak. Kondisi ini mempengaruhi permeabilitas membran sel (Klayraung et al. 
2008). Hasil penelitian yang dilakukan Klayraung et al. (2008) menunjukkan bahwa genus 
Lactobacillus yang diisolasi dari daging babi fermentasi, ikan fermentasi, daun teh 
fermentasi, dan acar bawang mampu bertahan hidup pada lingkungan dengan konsentrasi 
garam empedu 0,3% - 1%.  
 
5.2.3. Aktivitas Antibakteri  
Bakteri yang digunakan dalam pengujian aktivitas antimikrobia bakteri asam laktat adalah            
S. aureus (ATCC 25923) dan E. coli (ATCC 25922). Kedua bakteri patogen ini merupakan 
bakteri penyebab penyakit diare, yang mayoritas penularannya berasal dari makanan (food 
borne disease). Berdasarkan hasil penelitian (Gambar 10) dapat dilihat bahwa ke-25 isolat 
bakteri asam laktat memiliki daya hambat yang cukup kuat terhadap S. aureus dan E. coli. 
Isolat 67, 68, dan 71 (Gambar 11a) memiliki daya hambat yang kuat terhadap E. coli yaitu 
12,33 mm. Isolat 51, 54, dan 56 (Gambar 11b) diketahui memiliki daya hambat yang kuat 
terhadap S. aureus yaitu 16,67 mm, 16,33 mm, dan 17 mm. Secara keseluruhan, isolat 67, 
68, dan 71 memiliki daya hambat terbaik terhadap kedua patogen yang digunakan dalam 
pengujian. Aktivitas antimikrobia yang ditunjukkan oleh bakteri asam laktat disebabkan 
kemampuan bakteri asam laktat memproduksi asam yang menghambat bakteri patogen, 
 maupun adanya substansi bakteriosin yang dihasilkan oleh bakteri tersebut (Josephsen & 
Jespersen dalam Hui et al., 2004). 
 
Berdasarkan pada penelitian Tadesse et al. (2005) diketahui bahwa isolat genus 
Lactobacillus memiliki zona hambat 17,3±0,46 mm terhadap Salmonella spp.,        
17,4±0,4 mm terhadap Shigella flexneri, 17,08±0,4 mm terhadap S. aureus, dan  
15,76±0,47 mm terhadap E. coli O157:H7. Aktivitas antimikroba terhadap E. coli dan S. 
aureus juga ditunjukkan oleh isolat L. plantarum dari jagung fermentasi dan sorgum 
fermentasi (Aramide et al., 2006). 
 
5.3. Identifikasi Bakteri Asam Laktat dengan API 50 CHL 
Isolat 67, 68, dan 71 diketahui mampu bertahan hidup pada pH rendah (pH 3) selama 3 jam 
dan pada lingkungan yang mengandung garam empedu (0,3%) selama 4 jam yang sesuai 
dengan kondisi di dalam saluran pencernaan manusia. Selain itu, juga menunjukkan 
aktivitas antibakteri yang baik terhadap Eschericia coli (ATCC 25922) dan Staphylococcus 
aureus (ATCC 25923). Isolat 67, 68, dan 7 diidentifikasi menggunakan alat API 50 CHL 
yang mempunyai kemampuan identifikasi masing- masing isolat memfermentasi berbagai 
sumber gula (Yavuzdurmaz, 2007). 
 
Isolat yang mampu memfermentasi sumber gula dan menghasilkan asam akan mengubah 
warna larutan dari ungu menjadi kuning (Gambar 12-14) dan menunjukkan hasil pengujian 
positif (Tabel 5). Isolat 67 dan 71 teridentifikasi sebagai Lactobacillus plantarum 1 dengan 
tingkat signifikasi  99,9%, sedang isolat 68 teridentifikasi sebagai Lactobacillus pentosus 
dengan tingkat signifikasi 99,9%. 
 
Penelitian bakteri asam laktat yang diperoleh dari proses fermentasi sayuran seperti yang 
dilakukan oleh Josephsen & Jespersen dalam Hui et al. (2004); Yoon et al. (2004), Puspito 
& Fleet (1985), menunjukkan L. plantarum dijumpai pada makanan fermentasi berbasis 
sayuran baik sebagai starter buatan (ditambahkan untuk memicu proses fermentasi) 
maupun secara alami ada di bahan baku. Lebih lanjut menurut Karovičová & Kohajdová 
(2005) dan Josephsen & Jespersen dalam Hui (2004), L. pentosus merupakan 
mikroorganisme yang umum dijumpai pada sayuran, seperti zaitun, kubis, dan seledri. 
 Kemampuan dalam memfermentasi gliserol, D-melesitose, dan D-xilose dapat 
membedakan L. plantarum dan L. pentosus. Pada Tabel 5, gliserol, D-xilose, dan                  
D-melesitose ditunjukkan oleh tube 1, 6, dan 34. Menurut Zanoni et al. (1987), L. pentosus 
dapat memfermentasi gliserol dan D-xilose, namun tidak dapat memfermentasi                
D-melesitose, sedangkan L. plantarum dapat memfermentasi D-melesitose, namun tidak 
dapat memfermentasi gliserol dan D-xilose.  




Pada penelitian ini dapat disimpulkan bahwa : 
- Sejumlah 25 isolat yang diperoleh dari air rendaman sayur asin termasuk dalam genus 
Lactobacillus.  
- Semua isolat genus Lactobacillus yang diperoleh memiliki karakteristik probiotik, yaitu 
mampu bertahan hidup pada lingkungan dengan pH rendah, mampu bertahan hidup 
pada lingkungan yang mengandung garam empedu, dan memiliki aktivitas antibakteri 
terhadap patogen Staphylococcus aureus (ATCC 25923) dan Eschericia coli (ATCC 
25922). 
- Isolat yang memiliki karakteristik probiotik terbaik dan berpotensi digunakan sebagai 
starter minuman probiotik adalah Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus pentosus. 
 
6.2. Saran 
Penelitian lanjutan diperlukan untuk mendukung penelitian ini, seperti : 
- Formulasi minuman probiotik dari isolat yang diperoleh dari air rendaman sayur asin. 
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LAMPIRAN 1. Medium  
 
1.1. Medium MRS Merck (agar dan broth) 
Medium MRS agar dibuat dengan mengencerkan 57 gram bubuk Merck MRS Agar dalam 
1 liter akuades, kemudian diaduk menggunakan stirer sambil dipanaskan selama 1 menit 
sampai bubuk terlarut merata. Setelah itu medium MRS disterilkan dengan autoclave 
121
o
C selama 15 menit. Komposisi MRS agar (per liter) adalah : 10 gram kasein / daging 
pepton, 5 gram ekstrak yeast, 20 gram dekstrosa, 1 ml polioksietilen sorbitan monooleat 
(tween 80), 2 gram amonium sitrat ((NH4)2HC6H5O7), 5 gram sodium asetat 
(NaC2H3O2.3H2O), 0,1 gram magnesium sulfat (MgSO4.7H2O), 0,05 gram mangan sulfat 
(MnSO4.4H2O), 2 gram dipotasium fosfat (K2HPO4), dan 12 gram agar. 
 
Medium MRS broth dibuat dengan mengencerkan 45 gram bubuk Merck MRS broth 
dalam 1 liter akuades, kemudian diaduk menggunakan stirer sambil dipanaskan selama 1 
menit sampai bubuk terlarut merata. Setelah itu medium PDA disterilkan dengan autoclave 
121
o
C selama 15 menit. Komposisi MRS broth (per liter) sama seperti komposisi MRS 
agar tanpa kandungan agar. 
 
1.2. Medium Mueller-Hinton Merck 
Medium Mueller-Hinton agar dibuat dengan mengencerkan 41 gram bubuk Merck 
Mueller-Hinton agar dalam 1 liter akuades, kemudian diaduk menggunakan stirer sambil 
dipanaskan selama 1 menit sampai bubuk terlarut merata. Setelah itu medium Mueller-
Hinton disterilkan dengan autoclave 121
o
C selama 15 menit. Komposisi Mueller-Hinton 
agar (per liter) adalah : 5 gram bubuk ekstrak daging (beef), 17,5 gram acid digest of 
casein, 1,5 gram pati, dan 17 gram agar. 
 
1.3. Medium Broth Kaldu Laktosa Merck 
  
Bubuk kaldu laktosa Merck sebanyak 13 gram dilarutkan dalam 1 liter akuades kemudian 
diaduk menggunakan stirer selama 1 menit sampai bubuk terlarut merata.. Tuang medium 
broth kaldu laktosa dalam tabung reaksi yang sudah diisi tabung durham (10 ml medium 
untuk 1 ml inokulum). Setelah itu medium kaldu laktosa disterilkan dengan autoclave 
121
o
C selama 15 menit. Komposisi medium kaldu laktosa broth (per liter) adalah : 3 gram 
bubuk ekstrak daging (beef), 5 gram pepton,  dan 5 gram laktosa. 
 
1.4. Medium Nutrien Agar (NA) 
Bakteri patogen ditumbuhkan kembali 24-48 jam sebelum pengujian pada medium NA. 
Medium NA dibuat dengan melarutkan 23 gram nutrien agar dalam 1 liter akuades. 
Komposisi medium nutrien agar (per liter) adalah : 5 gram gelatin pepton, 3 gram ekstrak 
daging,  dan 15 gram agar. 
 
  
LAMPIRAN 2. Reagensia  
 
2.1. Indikator Fenol Merah 
Sebanyak 0,1 gram fenol merah dilarutkan dalam 2,8 ml larutan NaOH 0,1M (4 gram 
NaOH murni Merck dilarutkan dalam 1 liter akuades). Setelah tercampur merata, larutan 
diencerkan dengan akuades hingga volume 100 ml. 
 
2.2. Larutan Ungu Kristal 
 Larutan A 
Sebanyak 2 gram kristal violet (kandungan zat warna 85%) dilarutkan dalam 20 ml 
etanol 95 %. 
 Larutan B 
Sebanyak 0,8 gram amonium oksalat dilarutkan dalam 80 ml akuades. 
 
Pembuatan larutan ungu kristal (100ml) dilakukan dengan mencampurkan larutan A dan 
larutan B. 
 
2.3. Larutan Iodium Gram 
Larutan iodium gram dibuat dengan melarutkan 1 gram iodin dan 2 gram KI dalam 300 ml 
akuades. 
 
2.4. Larutan Safranin 
Sebanyak 0,25 gram safranin O dilarutkan dalam 10 ml etanol 95% kemudian ditambahkan 
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Not grow 15  
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L. delbrueckii 
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Grow pH 7 
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Not grow pH 5 
Grow pH 5 
AEROCOCCUS 
Aerococcus sp. 
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